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#摘要$
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目的
!

建立无标准品的酶联免疫吸附测定"

&87F2

#抗体滴度定量方法$方法
!

对血清抗体
&87F2

检测设置非特

异%阴性对照%特异和总抗体检测组$显色早期的时间
:

吸光度数据经线性拟合的斜率即吸光度变化速度!分别记为
$
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基于底物过量时
$

值与待测抗体浓度"

!

#呈直线关系!设计
$

值函数计算待测样本与阴性对照样本的抗体浓度倍比$以鱼胶原蛋

白免疫昆明小鼠的血清特异
7

D

V

抗体检测进行实例分析$结果
!

函数
!
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#可计算待测样本与阴性对照样

本的特异抗体浓度倍比"滴度#$结论
!

该动力学
&87F2

抗体滴度检测方法适用于无标准品半定量分析$
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'是将抗体"抗原的特异性反应与酶对底物的催化效应

相结合的一种高特异性和高敏感性的实验技术$

(

%

#在临床诊

断"医学研究"食品安全"植物资源"环境监测及生态学等领域

广泛应用$

*

%

#

&87F2

定量检测试剂盒一般配备已知浓度标准

品!通过建立标准曲线进行定量分析$

1:0

%

#可是无标准品半定

量检测是探索性研究常使用的方法!许多研究工作处于无标准

品!或只比较样品差异度而无需标准品的状态#如果仅以吸光

度&

AM@CJMA?;>

!

@

'值的差异代表浓度&

;C?;>?JA=9C?

!

#

'差异是

有缺陷的!因为二者并非线性关系$

,:4

%

#

@

值来自于某时点&即

终点法'!使用其定量
#

值的标准曲线呈
F

型!符合四参数函

数!须使用标准品才能建立$

,:4

%

#动力学定量方法则基于酶促

反应最大速度与酶浓度成正比的原理$

T:+

%

!通过测量反应初期

底物浓度饱和时
@

值的变化速度来检测样品的浓度$

(/:((

%

#其

标准曲线呈直线!在
&87F2

定量检测中具有更高的稳定性与

准确性!目前其应用较少$
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#本研究以血清抗体检测为例!建

立无标准品的动力学
&87F2

抗体滴度定量方法#
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材料与方法
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材料
!

雄性封闭群昆明小鼠
4

只!

)

!

+

周龄!体质量

1,

!

0/

D

!由湖北省实验动物中心提供&许可证号
F!bZ

鄂

*//):///,

'#辣根过氧化物酶&

X3#

'标记的山羊抗小鼠
7

D

V

抗体购自
FA?=A!JN]>

公司!底物四甲基联苯胺&

Y65

'购自碧

云天公司!

9623Z

酶标仪购自
59C:3AR

公司#

?.@

!

方法

?.@.?

!

检测方法及分组设计
!

在
+4

孔酶标板上设置非特异

抗体"阴性对照"特异抗体和总抗体
0

组检测孔#特异抗体检

测孔以酸溶性鱼胶原蛋白溶液&

(/

%

D

+

O8

'

0c

包埋
(*<

!洗板

以
1-

牛血清清蛋白溶液封闭后!加入经胶原蛋白免疫的小鼠

&

,a1

'血清样本&

(W*,

'(总抗体孔免除抗原包埋及封闭步骤!

目的是将总抗体包埋并作为强阳性对照#阴性对照孔加入的

血清样本来自生理盐水注射小鼠&

,a1

'!目的是显示阴性样本

的反应性抗体水平(非特异抗体孔则免除抗原包埋步骤!使用

生理盐水注射的小鼠血清!目的是侦测非特异染色水平#每组

每样本设
1

复孔!

1Tc

孵育
*<

!洗板后加入
X3#

标记的山羊

抗小鼠
7

D

V

抗体!洗板后加入底物
Y65

显色#用
9623Z

酶

标仪读取
4,,?O@

值#

?.@.@

!

显色动力学曲线及其拟合
!

显色底物加入完毕开始计

时!立即置于酶标仪进行检测!获得每组检测孔的时间
:@

值数

据#以最小二乘法原理对初期显色动力学数据进行线性拟

合$
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#线性拟合的斜率即为
@

值变化速度&

$

a

&

2

+

@

'#

*44(

重庆医学
*/(,

年
0

月第
00

卷第
(*

期

%

基金项目)湖北省教育厅科研计划资助项目&

d*/(*()/)

'#

!

作者简介)方成&

(+T*_

'!副教授!博士研究生!从事免疫生物学与免疫药理

学研究#



?.@.A

!

动力学法
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定量曲线的处理
!

动力学法
&87F2

定量的理论基础是底物过量时酶促反应速度与酶浓度成正

比$

T

%

#而反应体系中与待测物特异性结合的标记酶浓度与待

测物的浓度成正比#因此底物过量时
@

值变化速度&

$

'与待

测抗体浓度&

!

'呈直线关系&图
(

'#由于非特异染色的存在!

即待测抗体浓度为
/

时其
$

值不为零!该直线并不通过原点#

为排除非特异染色的影响!设非特异组
@

值变化速度为
$

/

!令

\a

$

_

$

/

!则可得到通过原点的直线
!a[\

&图
(

'#设阴性对

照组
@

值变化速度为
$

!

!抗体浓度为
!

!

!则
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!
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故
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'!公式变换得
!
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'!即用
$

值可计算待测样本抗体浓度与阴性对照样本

抗体浓度的倍比关系!表示了能产生阳性结果的最大稀释倍数

&滴度'#数据处理使用
#J9@O

&

0.//

'软件#

图
(

!!

非特异组%

$

/

&

/

'与阴性对照组%

$

!

&

!

!

'

在动力学坐标内的分布

@

!

结
!!

果

@.?

!

显色动力学曲线
!

检测实验样本获得非特异抗体"阴性

对照"特异抗体"总抗体
0

组检测孔的时间
:@

值数据系列&图

*

'!可以发现
,O9?

内时间
:@

值数据线性趋势较好!而
,O9?

后呈现非线性变化!尤其
(/O9?

后变化趋势差异较大#如果

使用终点法以
@

值代表待测抗体浓度具有极大的随意性!在

无标准品时也不可能进一步做定量分析#

图
*

!!

各组时间
:@

值曲线

@.@

!

动力学曲线拟合
!

根据酶促反应动力学!底物浓度相对

催化酶过量时!酶促反应以最大速度进行!反应速度与催化酶

量呈正比#对图
*

动力学曲线取底物过量的显色早期!线性趋

势较好的
,O9?

内数据进行线性拟合&图
1

'#非特异抗体"阴

性对照"特异抗体"总抗体
0

组时间
:@

值拟合直线的相关系数

7

* 均大于
/.++

(直线斜率即
$

值的拟合结果分别为
(.,,e

(/

_*

"

(.+,e(/

_*

"

T./,e(/

_*

"

).0,e(/

_*

#

@.A

!

@

值变化速率比反映抗体滴度
!

根据滴度计算公式!使

用拟合
$

值计算各组样本的抗体滴度#阴性对照组为
(.//

!特

异抗体组为
(1.T,

!总抗体组为
(T.*,

#

图
1

!!

各组
,O9?

内时间
:@

值数据线性拟合

A

!

讨
!!

论

上述动力学
&87F2

抗体滴度检测方法解决了
*

个定量障

碍#首先排除了以
@

值差异代替浓度差异的缺陷!可以准确

反映浓度倍比差异#其次适用于无标准品检测!可获得样品能

产生阳性结果的最大稀释度#对广泛存在的无标准品半定量

分析是可取的方法!具有较好的稳定性与准确性#

阴性对照组与非特异抗体组的数据是基础性的!&

$

!

_

$

/

'

值决定了
(

倍滴度#本研究中非特异抗体孔免除抗原包埋步

骤!使用生理盐水注射小鼠的血清样本!目的是排除血清样本

的非特异性黏附!具有校正特异性结合基线的作用#阴性对照

孔抗原包埋步骤如常!以生理盐水注射小鼠血清加入!目的是

显示阴性样本的反应性抗体水平#本研究建立的方法中非特

异组的
@

值变化速度必须小于阴性对照组的&

$

/

#$

!

'#阴性

对照血清尚存在能与抗原结合的低水平特异性抗体或交叉抗

体!这是普遍存在的正常情况$

(1

%

#如果出现
$

/

&$

!

!需高度怀

疑检测抗体的特异性强度!分析并排除导致样品非特异黏附增

强的因素#

因为本研究对照动物与免疫动物并非配对设计!在拟合动

力学曲线产生
$

/

与
$

!

两项数据时!宜将样本数据合并处理#

而特异抗体"总抗体检测可以每血清样本独立定量!最终能获

得组均数与标准差(如果样本数据合并处理则可减少计算量!

只获得组均数#阴性对照组和特异抗体组也可以各自设立非

特异组!则滴度计算公式为
!

F

+

!

!

a

&

$

F

_

$

F/

'+&

$

!

_

$

!/

'#通

常情况下
$

F/

与
$

!/

值应该近乎相等#

在动力学曲线拟合时!基于酶促反应动力学原理!数据系

列的选取应符合严格的线性趋势#根据动力学线性拟合结果

认定
$

值#可以认为数据产生时间越早越好$

(/

%

!至少
*

个时

点检测&即两步法'!一般在
,O9?

内完成$

4

%

#期间需连续振

板!保证底物及产物分布匀散$

(0:(,

%

#样本总抗体检测并非必

须设置!因为滴度&

Y

值'的产生并不依赖样本总抗体数据#但

使用该指标计算 &

Y

@

Q

>;9AI

_Y

;C?=JAI

'+

Y

=C=AI

!可以反映特异性抗体

数量占总抗体数量比例!用来衡量体液免疫反应的相对强度!

亦具有一定的分析价值#
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胃癌患者的情绪调节和人格特征变化情况#可以通过与患者

及其家属积极交流和沟通!引导患者采用正确的宣泄方式缓解

自己的心理不良反应#充分发挥社会支持的精神力量!让家

属"朋友及同事等多与患者交谈!多给予患者鼓励!一方面培养

患者外向乐观的精神!另一方面避免患者思维停留在病情之

中!从而出现过度焦虑或者抑郁$

((

%

#通过教会患者放松练习"

引导性想象"腹式呼吸等稳定患者的情绪!并通过社会支持"鼓

励人际交往等对患者进行解决应激性问题指导!从而帮助患者

对自己的情绪进行合理管理#有研究发现!自信心与人格特

征"情绪调节方式有密切相关性$

(*

%

#可以通过健康知识讲座"

相同病情患者之间的经验分享!以及展望未来等培养患者的自

信心$

(1:(0

%

#

综上所述!胃癌患者的内外向"神经质"宣泄调节"抑郁调

节是影响心理弹性水平的重要因素!与心理弹性水平密切相

关!应采取多角度干预措施提高心理弹性水平#
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